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糖尿病患者は急性腎障害 (acute kidney injury: AKI) 発症のリスクが高いことが知ら
れている。AKI の発症は患者の予後悪化と関連するため、その予防は臨床的に重要で

















本研究では 25～30 週齢の肥満 2 型糖尿病モデルである Otsuka-Long-Evans- 
Tokushima Fatty rat (OLETF) と非糖尿病対照である Long-Evans-Tokushima-Otsuka rat 
(LETO) を用いた。 
［実験 1］2 型糖尿病モデルラットにおける腎機能・腎組織形態の検討 






［実験 2］2 型糖尿病が腎 I/Rによる AKI に及ぼす影響の検討 
OLETFおよび LETOに vehicle またはオートファジー阻害薬であるクロロキン (CQ、
10 mg/kg/day) を 1週間投与した、LETO 群、OLETF 群、LETO+CQ 群、OLETF+CQ 群の
4 群を設けた。12 時間の絶食の後、イソフルランによる吸入麻酔下に右腎を摘出・
保存し、その後に左腎動静脈の 30 分間血流遮断（虚血）・再灌流を行うことにより
AKI を誘導した。再灌流 24 時間後に麻酔下に血圧・心拍数の測定、血液・左腎の採
取を行い、血清 Cre と BUN の測定、腎組織において急性尿細管壊死 (acute tubular 
necrosis: ATN) スコアの算出を行った。 
［実験 3］2 型糖尿病が腎尿細管細胞のオートファジー活性に及ぼす影響の検討 
LETO 群、OLETF 群、LETO+CQ 群の 3 群において、免疫蛍光染色法を用いてオート
ファゴソームを LC3 dotで検出し、また他のオートファジー活性の指標としてウェス
タンブロット法により LC3、p62 蛋白レベルを評価した。オートファジー制御シグナ
ルを評価する目的で、AMP-activated protein kinase (AMPK)、ULK1、Akt、p70S6 kinase 
(p70S6K)、S6 のリン酸化レベルならびに Beclin-1、SIRT1 蛋白量をウェスタンブロッ
ト法で測定した。腎組織においてリン酸化 S6 の免疫染色を行い、mechanistic target of 
rapamycin complex 1 (mTORC1) が活性化している部位およびその程度を評価した。 
［実験 4］mTORC1 阻害によるオートファジー活性化回復の影響の検討 
OLETFにおいて、vehicleまたはmTORC1阻害薬であるラパマイシン (0.25 mg/kg) を




［実験 1］OLETF では 2 型糖尿病の発症を反映し、LETO と比較して体重、血糖やグ
リコアルブミン値が有意に高かった。BUN 値は両者で差はなかったが、OLETF で糸
球体過濾過によると考えられる血清 Cre 値の有意な低下を認めた。また LETO と比べ
て OLETF では、尿中アルブミン/Cre比や尿中タンパク/Cre 比の高値、腎重量の増加、
組織学的に糸球体面積やメサンギウム領域の有意な増加を認めた。これらの成績か
ら、この週齢の OLETF は糖尿病性腎症を発症していると考えられた。 
［実験 2］再灌流後 24 時間の時点における心拍数は LETO と比較して OLETF で有意
に低く、CQは LETO、OLETF ともに心拍数に影響を与えなかった。収縮期および拡張
期血圧は、LETO 群、OLETF 群、OLETF+CQ 群で差はなかったが、OLETF+CQ 群で他の
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群と比較して高い傾向を認めた。LETO 群と比較して OLETF 群では、I/R後 24 時間の
血清 Cre (1.86 ± 0.35 vs. 3.84 ± 0.25 mg/dl)、BUN (64.3 ± 6.0 vs. 87.2 ± 4.1 mg/dl) は有意
に高値であった。ATN スコアも OLETF で有意に高値であり、I/R 後の腎障害は LETO
と比較して OLETF でより高度と考えられた。 
LETO+CQ 群では、血清 Cre (3.43 ± 0.39 mg/dl)、BUN (83.0 ± 5.9 mg/dl) および ATN ス
コアが LETO 群と比べ有意に高く、オートファジーは I/R 後の AKI に対して抑制的に
はたらくと考えられた。一方 OLETF+CQ 群では血清 Cre (4.34 ± 0.12 mg/dl)、BUN (95.5 
± 3.4 mg/dl) および ATNスコアは OLETF 群と比較して有意な差を示さなかった。 
［実験 3］免疫蛍光染色法において、虚血前の腎臓では LETO と比較して OLETFで近
位尿細管の LC3 dot 数が多い傾向を認めた。LETO では I/R 後に LC3 dot 数が有意に増
加したのに対し、OLETFでは I/R による LC3 dot数の増加は認めなかった。この成績
と一致して、ウェスタンブロット法では、I/R 後においてオートファジー活性の指標
である LC3-II/LC3-I 比は OLETF で低下していた。両者において I/R 後の p62 蛋白レベ
ルには差がなかったが、Beclin-1 蛋白レベルは LETO では I/R 後に増加したのに対し、
OLETFでは増加しなかった。 
オートファジーを正に制御する SIRT1-AMPK-ULK1 経路の検討では、I/R 前では LETO
と OLETF で Thr172 リン酸化 AMPK、Ser555 リン酸化 ULK1 レベルには差がなかった。
LETO では I/R 後にこれらリン酸化レベルが有意に上昇したのに対し、OLETF では変
化を認めなかった。また AMPK を活性化する SIRT1 の蛋白レベルは I/R 前では両者に
差はなかったが、OLETF では LETO で見られた I/R 後の SIRT1 蛋白レベルの増加を認
めなかった。 
オートファジーを抑制する mTORC1 経路について、mTORC1 の活性指標である
Thr389-p70S6K、Ser235/236-S6 のリン酸化レベルは、I/R 前では LETO と比較して OLETF
で有意に低かった。LETO・OLETF ともに I/R 後に p70S6Kと S6のリン酸化レベルが有
意に上昇したが、リン酸化 S6 レベルの I/R 前後での上昇の程度は OLETFで LETOより
も有意に大きかった。免疫染色法において、リン酸化 S6の主な染色部位は近位尿細
管細胞であり、その程度は I/R前では OLETF で少なかったが、LETO・OLETF ともに I/R
後に増加を認めた。 
［実験 4］ラパマイシンは血糖値、血圧、心拍数に影響を与えなかった。ラパマイ
シン群では vehicle 群と比較して、血清 Cre値 (3.08 ± 0.50 vs. 4.40 ± 0.21 mg/dl) およ
び ATN スコアが有意に低下していた。また I/R によるリン酸化 p70S6K および S6 の
増加はラパマイシンにより抑制された。I/R後において、ラパマイシン投与により近
位尿細管における LC3 dot 数の増加、ウェスタンブロット法では LC3-II/LC3-I 比の増





OLETF では LETO と比較して腎 I/R 後の AKI の増悪と、これに伴う尿細管細胞での
オートファジー活性化の低下を認めた。OLETF における AKI 増悪は、LETO において
オートファジー阻害薬である CQ 前投与により再現されたのに対し、CQ は OLETF に
おいて AKI をさらに増悪させることはなかった。一方ラパマイシンによる mTORC1
阻害は、OLETF における I/R 後のオートファジー反応を回復させ AKI も軽減した。こ
れらの成績は「近位尿細管細胞におけるオートファジーの活性化障害が 2 型糖尿病
における腎 I/R による AKI への受攻性亢進に寄与する」という仮説を支持する。 
腎 I/R による尿細管細胞でのオートファジー活性化の機序は十分解明されていな
い。本研究では LETO においてオートファジーを活性化する AMPK と ULK1 のリン酸
化レベルが I/R により増加したが、OLETF では I/R によるこれらのリン酸化の増加は
観察されなかった。さらに、オートファジーを阻害する mTORC1 の活性を示すリン




の腎臓では AMPK 活性化障害を認めた。2 型糖尿病が AMPK活性を阻害する機序は不
明である。本研究では AMPK を活性化する SIRT1 の蛋白量が LETO では I/R により増
加したのに対し、OLETFではそのような増加が観察されなかったことから、SIRT1 発
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尿病モデル動物として OLETF、正常対照として LETO を用い、腎 I/R 前後での腎組織
障害とオートファジー活性、オートファジー制御シグナルを解析した。その結果、糖
尿病が腎尿細管細胞のオートファジーの活性化障害をもたらすこと、その機序には
SIRT1-AMPK-ULK1 の活性化障害と mTORC1 の過剰な活性化が関与すること、非糖尿病
動物のオートファジーを薬理学的に阻害すると腎 I/R障害が増悪すること、糖尿病動
物の mTORC1 を薬理学的に抑制しオートファジーを回復させると腎 I/R 障害が軽減す
ること明らかにした。本研究は、2型糖尿病が腎のオートファジーに及ぼす影響と、
腎 I/R障害におけるオートファジーの役割、糖尿病による急性腎障害への受攻性亢進
の機序の一端を解明したものであり、博士の学位授与に値すると審査委員全員より評
価された。 
 
結果の要旨 
